ФЕНОТИПОВІ ТА МОРФОЛОГІЧНІ ЗМІНИ КУЛЬТУРИ КЛІТИН КІСТКОВОГО МОЗКУ ЩУРІВ В ПРОЦЕСІ ЇХ КУЛЬТИВУВАННЯ by Mazurkiewicz, A.I. et al.
Науковий вісник ЛНУВМБТ імені С.З. Ґжицького, 2016, т 18, № 2 (66) 
Scientific Messenger LNUVMBT named after S.Z. Gzhytskyj, 2016, vol. 18, no 2 (66) 
126 
 
Науковий вісник Львівського національного університету ветеринарної медицини  
та біотехнологій імені С.З. Ґжицького 
Scientific Messenger of Lviv National University of Veterinary Medicine and          
Biotechnologies named after S.Z. Gzhytskyj   
 
doi:10.15421/nvlvet6626 
 
ISSN 2413–5550 print 
ISSN 2518–1327 online 
 
http://nvlvet.com.ua/ 
 
 
УДК 612.419:576.31576 
 
Фенотипові та морфологічні зміни культури клітин кісткового мозку щу-
рів в процесі їх культивування 
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Дослідження первинної культури клітин кісткового мозку щура показали, що вона морфологічно гетерогенна, відмічали 
невелику кількість клітин полігональної форми, оточених фібробластоподібними клітинами. У процесі культивування 
культура клітин стає більш гомогенною за рахунок фібробластоподібних клітин. Як наслідок – відбувався процес переходу 
від гетерогенної культури на нульовому  пасажі до найбільш гомогенної культури на 4 пасажі. Імунофенотипування попу-
ляції культури клітин, отриманих з кісткового мозку щура, дозволило виявити високий рівень експресії пан–кератину; 
помірний рівень – CD34, CD48, CD66е, CD95; низький рівень – CD38, CD45, CD56, CD227, CD326; відсутність експресії – 
CD10, CD54. Зміну експресії деяких поверхневих маркерів відмічали на кожному пасажі: достовірно збільшується CD48, 
CD66е, CD95; достовірно зменшується СD38, СD45, СD326, пан–кератин. Маркери CD34, CD56, CD 227 експресувалися на 
одному рівні з першого до четвертого пасажу. Експресію маркерів CD10, CD54 впродовж всього терміну дослідження 
виявлено не було.  
Дослідження культури клітин показало, що експресія маркерів, характерних для гемопоетичних стовбурових клітин 
(СD34, CD38, CD45). в процесі культивування знижується. У той час маркери, характерні для епітеліальних клітин 
(CD66е, CD326), достовірно збільшують інтенсивність своєї експресії з кожним пасажем. Дані, отримані від імунофено-
типового аналізу культури клітин кісткового мозку щурів, підтверджуються зміною морфології моношару за рахунок 
фібробластоподібних клітин. 
Ключові слова: культура клітин, кістковий мозок, імунофенотипування, морфологія, поверхневі СD–маркери. 
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Исследование первичной культуры клеток костного мозга крысы показали, что она морфологически гетерогенная, от-
мечали небольшое количество клеток полигональной формы, окруженных фибробластоподобными клетками. В процессе 
культивирования культура клеток становится более гомогенной  за счет фибробластоподобных клеток. В результате 
происходил процесс перехода от гетерогенной культуры на нулевом пассаже к наиболее гомогенной культуре на 4 пасса-
же. Иммунофенотипирование популяции культуры клеток, полученных из костного мозга крысы, позволило выявить высо-
кий уровень экспрессии пан–кератина; умеренный уровень – CD34, CD48, CD66е, CD95; низкий уровень – CD38, CD45, 
CD56, CD227, CD326; отсутствие экспрессии – CD10, CD54. Изменение экспрессии некоторых поверхностных маркеров 
отмечали на каждом пассаже: достоверно увеличивается CD48, CD66е, CD95; достоверно уменьшается СD38, СD45, 
СD326, пан–кератин. Маркеры CD34, CD56, CD 227 экспрессирувались на одном уровне с первого до четвертого пассажа. 
Экспрессию маркеров CD10, CD54 в течение всего срока исследования выявлено не было. 
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Исследования культуры клеток показало, что экспрессия маркеров, характерных для гемопоэтических стволовых кле-
ток (СD34, CD38, CD45), в процессе культивирования снижается. В это время маркеры, характерные для эпителиальных 
клеток (CD66е, CD326), достоверно увеличивают интенсивность своей экспрессии с каждым пассажем. Данные, получен-
ные от иммунофенотипических анализа культуры клеток костного мозга крыс, подтверждаются изменением морфологии 
монослоя за счет фибробластоподобные клеток. 
Ключевые слова: культура клеток, костный мозг, иммунофенотипирование, морфология, поверхностные CD–маркеры. 
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Bone marrow is the only adult tissue which normally consists of immature undifferentiated and low differentiated cells which 
called stem cells and they are similar in structure to embryonic stem cells. But literature data analysis doesn't give an unambiguous 
answer regarding phenotypic and morphological changes of bone marrow cells culture of rats during their in vitro cultivation which 
necessitated further research. 
Investigate phenotypic and morphological changes of bone marrow cells culture of rats during their in vitro cultivation from first 
to fourth passage. 
We were used in these research bone marrow cells of rats from the first to the fourth passages. Microscopic analysis and evalua-
tion morphological changes of bone marrow cells culture of rats during cultivation were carried out using inverted microscope 
Axiovert 40. Control of changes phenotype was performed by detecting CD markers (CD10, CD38, CD34, CD45, CD48, CD54, 
CD56, CD66e, CD96, CD227, CD326, pan–keratin). The evaluation was performed by the semi– quantitative method (H–Score). 
The research of primary culture of rat bone marrow cells showed that it morphologically heterogeneous, noted the small number 
of cells polygonal shape, surrounded by the fibroblast cells. During the cultivation cell culture becomes more homogenous at the 
expense of fibroblast–like cells. As a result of occurred the transition process from heterogeneous culture in zero passage to the most 
homogeneous culture in 4 passage. Immunophenotyping population of cell culture derived from rat bone marrow, revealed a high 
level of expression of pan–keratin; moderate level – CD34, CD48, CD66e, CD95; low level – CD38, CD45, CD56, CD227, CD326; 
lack of expression – CD10, CD54. Change of the expression of surface markers varies in each passage CD48, CD66e, CD95 in-
creased significantly; CD38, SD45, SD326, pan–keratin reduced significantly. The markers CD34, CD 56, CD 227 were expressed 
on the one level from the first to the fourth passage. The expression of the CD10, CD54 markers during the study period was not 
identified. 
Key words: cell culture, bone marrow cells, immunophenotyping, morphology. 
 
Вступ 
 
Головним органом кровотворення у ссавців є             
кістковий мозок губчатої речовини кісткової тканини. 
Він являє собою м’яку тканину, в якій проходять 
процеси кровотворення та диференціації клітин крові 
з гемопоетичних стовбурових клітин (ГСК) 
(Abdulkadyrov, 2004). На відміну від більшості інших 
тканин, кістковий мозок можна легко отримати від 
живої тварини тому він є незамінним об’єктом для 
вивчення процесів проліферації і диференціації клі-
тин.  
Кістковий мозок – єдина тканина дорослого орга-
нізму, яка в нормі складається з незрілих, недиферен-
ційованих і низькодиференційованих клітин, так зва-
них стовбурових клітин, близьких за будовою до емб-
ріональних клітин (Ningning et al., 2014). Доведено, 
що мезенхімальні та ендотеліальні клітини, що міс-
тяться у кістковому мозку, здатні розвиватися в різ-
номанітні негемопоетичні тканини – остеокласти, 
хондроцити, адипоцити, епітелій (Sukhikh et al., 2002; 
Dorshkind, 2002).  
Зважаючи на все вищезазначене, кістковий мозок є 
незамінним об’єктом отримання матеріалу для потреб 
клітинний терапії. Проте сучасна практика запрова-
дження клітинної терапії вимагає кропіткого експерт-
ного аналізу вихідного матеріалу, ретельної деталіза-
ції кожного з етапів застосування клітин, відстеження 
подальшої долі останніх in vitro або in vivo (Brodskiy 
et al., 2011). Виникають питання, зокрема щодо кла-
сифікації клітин залежно від способу їх отримання та 
ступеня зрілості. З огляду на останнє, фенотипування 
культури клітин кісткового мозку видається актуаль-
ним та своєчасним. 
Мета дослідження: дослідити морфологічні та фе-
нотипові зміни клітин кісткового мозку в процесі їх 
культивування in vitro з першого до четвертого пасажу. 
 
Матеріал і методи досліджень 
 
Експерименти на тваринах були проведені з до-
триманням вимог Закону України «Про захист тварин 
від жорстокого поводження» (ст. 230 від 2006 року), 
«Загальних етичних принципів експериментів над 
тваринами», схвалених Національним конгресом з 
біоетики і узгоджених з положеннями «Європейської 
конвенції щодо захисту хребетних тварин, яких вико-
ристовують в експериментах та інших наукових ці-
лях» (Страсбург, 1986). 
У досліді використали 9 нелінійних щуренят 12–
денного віку. Евтаназію дослідних тварин здійснюва-
ли шляхом декапітації під ефірним наркозом. Культу-
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ру клітин кісткового мозку (КККМ) отримували з 
кісткового мозку стегнових, великогомілкових та 
плечових кісток щурів. Одержану клітинну масу ку-
льтивували у стандартному середовищі: 80% − сере-
довище Ігла модифіковане Дульбекко (DMEM); 20% – 
фетальна сироватка телят (FBS); 10 мкл/см3 − антибі-
отика–антимікотика («Sigma», США) (рис.1). 
 
 
 Культивування проводили у СО2 інкубаторі за 37 ºС та 5% концентрації СО2, 8 днів, до конфлюент-ності 90–100% . Клітини знімали за стандартною ме-
тодикою (розчином 0,25% трипсин/ЕДТА) 
(Masurkewitsch et al., 2014). Подальше пасажування 
здійснювалось у розведенні 1:3. Мікроскопічний ана-
ліз і оцінку культури здійснювали за допомогою ін-
вертованого мікроскопа Axiovert 40 (Карл Цейс). 
Контроль зміни фенотипу проводили шляхом ви-
явлення СD–маркерів (СD10, CD38, CD34, CD45, 
CD48, CD54, CD56, CD66e, CD96, CD227, CD326, 
пан–кератин). Для цього клітини вирощували на пок-
ривних скельцях. Скельця з клітинами промивали 
тричі у PBS, після чого фіксували розчином мета-
нол/оцтова кислота (1:1) («Sigma», США), t –4 °С 
протягом 2 годин. Далі промивали тричі у PBS. Ске-
льця переносили на 20 хвилин у 1% розчин бичачого 
сироваткового альбуміну на PBS. Потім скельця 
струшували від рідини та наносили первинні антитіла 
(розведення 1:100), експозиція 1 година. Після чого 
скельця промивали двічі у PBS та наносили вторинні 
антитіла Alexa Fluor 488 donkey anti–mouse IgG (H+L) 
(розведення 1:500) («Invitrogen», США), експозиція 1 
год. Далі скельця промивали тричі у PBS, на скельця 
наносили гліцерин та закріплювали на них покривні 
скельця (Masurkewitsch et al., 2014). Дослідження 
зразків здійснювали за допомогою флуоресцентного 
мікроскопа Leica DMR (Німеччина).  
Оцінку проводили напівкількісно (метод H–Score), 
були обрані 20 полів у випадковому порядку при збі-
льшенні х400. Середній бал вираховували за форму-
лою: S=1xA+ 2xB + 3xC, де S – показник «H–Score», 
значення якого знаходяться у межах від 0 (білок не 
експресується) до 300 (сильна експресія у 100% клі-
тин); А – клітини з слабкою експресією; В – відсоток 
клітин з помірною експресією білка; С – відсоток 
клітин з сильною експресією. Ступінь експресії ви-
значали як негативний, якщо число балів було в діа-
пазоні від 0 до 50; низький — від 51 до 100; помірний 
— від 101 до 200; високий — 201 та вище (Uporov et 
al., 2000). 
 
Результати та їх обговорення 
 
Морфологічна характеристика культури клітин 
кісткового мозку. Первинна культура адгезивних 
клітин кісткового мозку щурів характеризувалася 
морфологічною гетерогенністю. Протягом декількох 
днів після висівання можна було спостерігати значну 
кількість прикріплених округлих клітин, що не ді-
ляться, у поєднанні з фібробластоподібними клітина-
ми (рис. 1), які у подальшому покривали основну 
масу культурального пластику. Первинна КККМ до-
сягала конфлюентності 90 – 100% у середньому за 8 
днів.  
На першому пасажі відмічали гетерогенність куль-
тури, КККМ щурів складалася з невеликої кількості 
клітин полігональної форми, оточених фібробласто-
подібними клітинами (рис. 3). З кожним пасажем 
кількість клітин полігональної форми зменшувалась. 
На четвертому пасажі відмічали найбільший гомоген-
ний склад культури. Морфологія КККМ на 4 пасажі 
характеризувалася фібробластоподібною структурою 
з окремими клітинами полігональної форми (рис. 4.)  
Описані зміни можна пояснити тим, що кровотво-
рні клітини, які містяться у кістковому мозку, здатні 
тривалий час  переживати і самопідтримуватися без 
суттєвого збільшення їх кількості (Ningning et al., 
2014). Тому на фоні пасажувань та при швидкому 
збільшенні фібробластоподібник клітин відсоток клі-
тин полігональної форми  суттєво знижується. 
 
Рис. 1. Мікрофотографія адгезованих клітин кіст-
кового мозку in vitro, 3 доба культивування.  
Нативний препарат ок.×10,об.×10 
 
Рис. 2. Мікрофотографія культури клітин кістко-
вого мозку,  7 доба культивування (0 пасаж).  
Нативний препарат. oк.×10, об×5 
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 Характеристика культури клітин кісткового моз-
ку за поверхневими маркерами. Імунофенотипування 
популяції культури клітин, отриманих з кісткового 
мозку щура, дозволило виявити високий рівень екс-
пресії пан–кератину; помірний рівень – CD34, CD48, 
CD66е, CD95 ; низький рівень – CD38, CD45, CD56, 
CD227, CD326; відсутність експресії – CD10, CD54. 
СD34 – трансмембранний мономерний глікопроте-
їн І типу, що опосередковує процеси міжклітинної 
адгезії. Він є маркером гемопоетичних стовбурових 
клітин, ендотеліальних клітин судин,  ембріональних 
фібробластів (Krause et al., 1996).  Під час досліджен-
ня відмічали підтримання рівня його експресії на 
одному рівні з незначними коливаннями. 
Таблиця 1  
Зміна експресії поверхневих маркерів у популяції клітин, виділених з кісткового мозку щура  з 
першого до четвертого пасажу, M ± m, n = 3 
Поверхневі маркери 
Пасаж 
І ІІ ІІІ ІV 
Оцінка в балах за методом H–Score (від 0 до 300) 
10 0 ± 0 0 ± 0 0 ± 0 0 ± 0 
34 108 ± 8 97 ± 8 92 ± 2 97 ± 4 
38 116 ± 9 94 ± 8 57 ± 7** 38 ± 11** 
45 95 ± 12 83 ± 12 76 ± 13 45 ± 7* 
48 68 ± 11 75 ± 15 84 ± 15 115 ± 13* 
54 0 ± 0,0 0 ± 0,0 0 ± 0,0 0 ± 0,0 
56 73 ± 12 85 ± 8 96 ± 7 84 ± 7 
66е 57 ± 12 78 ± 11 108 ± 14* 115 ± 15* 
95 66 ± 13 79 ± 15 110 ± 7* 119 ± 9* 
227 52 ± 12 68 ± 13 89 ± 11 83 ± 9 
326 97 ± 21 87 ± 19 76 ± 11 37 ± 6* 
Пан–кератин 279 ± 15 259 ± 20 253 ± 19 193 ± 16* 
Примітка. * – Р < 0,05; ** – Р < 0,01; *** – Р < 0,001  порівняно з контролем (контролем для кожного CD маркера  ви-
ступав перший пасаж) 
 
CD38 – одноланцюговий трансмембранний глю-
копротеїд ІІ типу (Alessio et al., 1990). Він є маркером 
лінійно–комітованих гемопоетичних клітин–
попередників, експресія якого характерна для клітин–
попередників мієлоїдного та еритроїдного ряду кіст-
кового мозку (Terstappen et al., 1991; Malavasi et al, 
1994). Під час дослідження відмічали достовірне зни-
ження експресії від 116 (І пасаж) до 38 балів (ІV па-
саж). Отримані дані можуть вказувати про зниження 
кількості гемопоетичних клітин у КККМ з пасажами, 
що підтверджується зміною морфології культури. 
CD45 – трансмембранний глікопротеїн І типу, що 
належить до родини протеїн тирозин фосфатаз і екс-
пресується на всіх гемопоетичних клітинах, за винят-
ком еритроцитів та тромбоцитів (Trowbridge and 
Thomas, 1994). Даний факт може пояснювати достові-
рне зменшення експресії даного маркера в отриманій 
КККМ з 95 ( І пасаж) до 45 (ІV пасаж) балів. 
CD48 – трансмембранний глікопротеїн І типу, 
зв’язаний з клітинною мембраною за допомогою глі-
козит фосфатидилінозита (Shin and Abraham, 2001). 
CD48 експресований на деяких гемопоетичних та 
ендотеліальних клітинах. Бере участь у активації і 
шляхах диференціації вказаних клітин. Під час дослі-
дження відмічали достовірне збільшення експресії 
CD48 від 68 (І пасаж) до 115 балів (ІV пасаж). 
 
Рис. 3. Мікрофотографія моношару КККМ,        
1 пасаж. Нативний препарат. oк.×10, об×5 
 
Рис. 4. Мікрофотографія моношару КККМ,        
4 пасаж. Нативний препарат. oк.×10, об×5 
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CD66е – глікозольований глюкопротеїд поверхне-
вої мембрани епітеліальних клітин (Hammarström, 
1999). Маркер клітинної адгезії (Zhang et al., 2009), 
клітинної міграції, збудник зв'язування та активації 
сигнальних шляхів (Blumenthal et al., 2005), експресу-
ється епітеліальними клітинами, чим пояснюється 
виявлення CD66е у більшості органів (Hammarström, 
1999). Нормальні клітини зазвичай піддаються апоп-
тозу при відсутності адгезивних взаємодій з CD66е, 
явище, відоме як «аноікіс» («anoikis»). Стійкість до 
аноікісу характерна для пухлинних клітин (Blumenthal 
et al., 2005). У досліджуваній культурі клітин достові-
рно збільшується з першого (57 балів) до четвертого 
(115 балів) пасажу. Отриманні дані можуть вказувати 
на відсутність активної неопластичної трансформації 
КККМ. 
CD95 – трансмембранний глюкопротеїд І типу, 
опосередковує сигнал, що ініціює апоптоз (Yonehara 
et al., 1989).  Починаючи з першого пасажу інтенсив-
ність експресії даного маркера достовірно збільшу-
ється з 66 до 119 балів відповідно.  
Дані росту експресії CD95 корелюють з рівнем 
апоптозу у культурі клітин, що було досліджено нами 
раніше (Mazurkevich et al., 2006). Отже, з отриманих 
даних можна зробити висновок, що підвищення рівня 
CD95 пояснюється збільшенням клітин у стані апоп-
тозу. 
CD227 – трансмембранний глікопротеїн, що екс-
пресується епітеліальними та деякими гемопоетични-
ми клітинами (Inagaki et al., 2009). Гіперекспресія 
даного маркера призводить до трансформації клітин 
та нівелює стрес–індукований апоптоз через Akt або 
р53 каскади (Raina et al., 2004). Під час дослідження 
нами відмічалося збільшення експресії CD227 з пер-
шого (52 бали) до третього (89 балів) пасажу з пода-
льшим зниженням до 83 балів на четвертому пасажі. 
CD326 – трансмембранний глікопротеїн першого 
типу – маркер епітеліальних клітин. Клітини, що екс-
пресують даний маркер,  мають знижену потребу в 
факторах росту, спостерігають збільшення їх метабо-
лічної активності та здатності до формування колоній 
(Münz et al., 2004). Під час культивування нами відмі-
чалось сповільнення утворення моношару та достові-
рне зменшення мітотичного індексу (Mazurkevich et 
al., 2006) з пасажами, що у свою чергу пояснює дос-
товірне зменшення експресії CD326  від 97 до 37 балів 
з першого до четвертого пасажу відповідно.  
Пан–кератин – входить до складу проміжних фі-
ламентів цитоскелета епітеліальних клітин (Chang and 
Goldman, 2004). Наявність позитивної реакції з дани-
ми антитілами свідчить про епітеліальне походження 
клітин (Moll et al., 1982). Під час дослідження відмі-
чали достовірне зниження експресії від 279 (І пасаж) 
до 193 балів (ІV пасаж). 
Експресію маркерів CD10, CD54 впродовж всього 
терміну дослідження відносили до категорії «відсут-
ність експресії». 
Дослідження культури клітин показало, що екс-
пресія маркерів, характерних для гемопоетичних сто-
вбурових клітин (СD34, CD38, CD45), в процесі куль-
тивування знижується. У той час маркери, характерні 
для епітеліальних клітин (CD66е, CD326), достовірно 
збільшують інтенсивність своєї експресії з кожним 
пасажем. Дані, отримані від імунофенотипового ана-
лізу культури клітин кісткового мозку щурів, підтвер-
джуються зміною морфології моношару за рахунок 
фібробластоподібних клітин. 
Отримані дані щодо зміни фенотипу культури клі-
тин кісткового щурів з першого до четвертого пасажу 
будуть використані  як основна модель для подальшо-
го дослідження вказаної культури як in vitro так і in 
vivo у інших видів тварин. 
 
Висновки 
 
1. Первинна культура кісткового мозку щура ха-
рактеризується гетерогенністю, відмічали невелику 
кількість клітин полігональної форми, оточених фіб-
робластоподібними клітинами. 
2.  У процесі культивування культура клітин стає 
більш гомогенною за рахунок фібробластоподібних 
клітин. 
3. Протягом культивування відмічали зміни екс-
пресії деяких поверхневих маркерів: достовірно збі-
льшується CD48, CD66е, CD95; достовірно зменшу-
ється СD38, СD45, СD326, пан–кератин.  
4. Маркери CD34, CD56, CD 227 експресуються 
на одному рівні з першого до четвертого пасажу. 
5. Експресію маркерів CD10, CD54 впродовж 
всього терміну дослідження виявлено не було.  
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